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RESUME
Dans les pays industrialises, la contamination des sols par
entre autres les metaux lourds est un probleme d'actualite.
Plusieurs solutions sont envisageables mais Ie traitement dont Ie
but est de retirer Ie contaminant est 1'option la plus
int6ressante.
Afin d'etudier l'enl6vement des metaux lourds toxiques des
sols par biolixiviation, des bacteries indigenes pouvant oxyder Ie
soufre ont ete adaptees dans trois differents sols contamines.
L'adaptation a ete effectuee en Erlenmeyers avec un melange de sol
et d'eau incubes sur un agitateur giratoire a la vitesse de 190 rpm
et ^ la temperature de la piece soit 23 ± 2°C. Du soufre
elementaire en poudre a ete fourni comme substrat (source
d'6nergie) pour les bacteries et des nutriments sous forme de
sulfate d'ammonium ont 6te ajoutes afin d'augmenter Ie taux
d'oxydation du soufre par la microflore oxydant Ie soufre. La
microflore a ete adapt6e en 1 a 4 transferts success ifs et a permis
de reduire Ie pH du sol sous la valeur de 2 par oxydation du
soufre.
Apr^s leur adaptation, pour des raisons techniques, les
microflores ont ete conservees pendant une periode de six mois a
4°C et ont dues Stre reactivees pour les essais de biolixiviation.
La methods de reactivation a 6te la m€me que pour 1/adaptation.
Les essais de biolixiviation ont etc conduits a trois
concentrations de sol soient 15, 35 et 55 g/1. Les resultats ont
montr6 que 1'acidification du milieu par oxydation du soufre
elementaire permettait d'obtenir les taux de solubilisation
suivants: Mn, (33-96%); Zn, (13-100%); Pb, (4-13%) et Cu, (63-79%).
Les concentrations plus faibles de sol ont permis une meilleure
efficacite d'enlevement des metaux. Enfin, la solubilisation des
metaux lourds dans les sols par Ie proc6d6 de biolixiviation est
fortement influencee par la sp6ciation, ce gui explique la
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1. INTRODUCTION
Depuis quelques annees, les fermetures et demolitions
d'usines et de complexes industrials vetustes deviennent de plus en
plus frequentes, laissant ainsi de nombreux terrains inoccupes. Le
recyclage de ces terrains est la solution la plus int6ressante•
Cependant, les usines ont souvent contamine Ie sol que ce soit par
leurs activites industrielles, par accident, par enfouissement de
d6chets ou pour tout autre raison. Une contamination frequemment
rencontr6e est celle associee aux metaux lourds. L'enlevement de
ces elements potentiellement toxiques est essentiel a la
rehabilitation des anciens sites industrials en vue de leur
reutilisation.
Les options disponibles en gestion des sols contamines sont
1'enfouissement securitaire et les traitements soient physico-
chimiques, thermiques ou biologiques. Les traitements sont les
solutions privilegiees car ils permettent la reutilisation
inconditionnelle du sol. Cependant, avec la contamination par les
metaux lourds, il n'existe pas de traitement thermique efficace et
les methodes physico-chimiques sent tres coflteuses. La
biolixiviation ou lixiviation bacterienne est un precede biologique
couramment utilise pour 1'extraction des metaux du mineral et des
residus miniers et est etudie depuis une vingtaine d'annees pour
1'enl^vement des metaux des boues de station d'epuration.
Cependant, 1'utilisation de cette technique pour Ie traitement des
sols contamines avec des m6taux lourds n'a pas ete etudiee avant
1992.
II existe deux approches principales en biolixiviation selon
Ie substrat utilise pour la croissance bacterienne soient celle
utilisant Ie fer ionique (ex. sous forme FeS04) et celle utilisant
Ie soufre 61ementaire (S°)• Jusqu'^ present, en traitement des
sols, seule la premiere approche a ete 6tudi6e et ce en raison du
caract^re recent des recherches dans ce domaine. La presente etude
est done consacree au developpement des connaissances de base en
biolixiviation des m€taux dans les sols avec Ie soufre comme
substrat. L'experimental ion a consiste a demontrer la presence de
microorganismes biolixiviant indigenes dans Ie sol et a les adapter
pour demontrer leur potentiel d'enlevement des metaux lourds dans
les sols.
2. PROBLEMATIQUE DES SOLS CONTAMINES
2•1 Source et impacts de la contamination aux metaux lourds
Les m^taux lourds comme Ie Pb, Cu, Zn, Mn, etc. se retrouvent
de fa^on naturelle dans les sols en concentrations vari6es, parfois
assez elevees. Cependant, en general, ce sont les activites
humaines gui sont responsables des concentrations tr^s elevCes de
metaux dans les sols. En Amerique du Nord, durant les dernieres
decennies, les industries ont utilise et genere de nombreuses
substances dangereuses dont les metaux lourds. Par manque de
mesures de contr61e, des re jets ont frequemment contamine Ie sol
environnant et 1'eau souterraine. Ces re jets pouvaient et peuvent
encore etre dus a des activites normales d/operation, a un
enfouissement sur place ou a des accidents. Les activites humaines
gui ont contribue Ie plus a contaminer Ie sol avec des metaux
lourds sont les industries miniere, metallurgique, chimique et
petrochimique de m^me que 1'agriculture, la foresterie et
1'utilisation de combustibles fossiles [1,2].
A la suite du demantelement de complexes industrials devenus
v6tustes, on se retrouve avec de nombreux terrains contamines.
Pour des raisons economiques, ces terrains sont convoites par de
nombreux promoteurs gui desirent les exploiter [3]. Cependant,
comme la contamination des sols affecte la chalne alimentaire,
1'eau souterraine, la sante publique et 1/environnement, on se
retrouve devant un dilemme important. On a alors Ie choix entre
deux options: on ferme ces sites et on interdit leur reemploi ou on
permet la revalorisation des sols et Ie reemploi des anciens sites
industriels. La premiere solution est peu attrayante car elle
entralnerait la multiplication de zones interdites et nuirait ^ la
maximisation du potentiel urbain. La deuxieme solution paralt, des
points de vue economique et environnemental, beaucoup plus
rentable. Les avantages du recyclage d'anciens secteurs
industriels sont nombreux. II permet entre autre de preserver les
terrains en peripherie de la ville pour d'autres usages comme
1'agriculture, 1'industrie forestiere ou tout simplement comme
milieu naturel. II permet aussi de sauver des coQts d'installation
de services (eau, electricite, etc.) dej^ presents en milieu
industrial, ce gui n'est pas Ie cas en p6ripherie. De plus, la
creation d'espaces verts, la disparition de terrains vagues et
d'usines vetustes abandonnees et la densification du tissu
residentiel sont autant de facteurs permettant de hausser la
quality de vie des citoyens [3].
II est pratiquement impossible de connaltre la quantite reelle
de terrains contamines au Quebec. En effet, la contamination des
sols est d'un caractere diffus et elle n'est pas toujours visible
[3]. De plus, les proprietaires de terrains contamines sont peu
interesses a rendre public 1'etat de leur proprietes. Pour
identifier les terrains dont les sols sont susceptibles d'etre
contamines, il faut tenir compte du type d'activite qui y a ete
pratiqu6 [3]. Le Minist^re de 1'Environnement du Quebec utilise
des banques de donnees sur les terrains contamines (GERSOL et
GERLED) [4]. Selon les donnees de mai 1996, il y a contamination
par les metaux de 294 terrains et 232 lieux d'enfouissement des
dechets pour un total de 526 sites au Quebec.
Les impacts de la contamination des sols peuvent ^tre
significatifs. Les m6taux lourds contenus dans Ie sol peuvent:
€tre absorbes par de jeunes enfants par ingestion ou contact cutan^
et leur causer des problemes de sante, se fixer ^ des particules
solides (poussi^res) et etre inhales, degager des gaz nocifs,
contaminer la nappe phreatique, s'infiltrer dans des reseaux de
distribution d'eau, empecher la croissance des arbres et des
plantes (phytotoxicite), contaminer les produits de 1'agriculture
commerciale et des potagers domestiques, en plus de menacer toute
la chaine alimentaire. En fait, tous les metaux sont toxiques a
1'^tre humain et aux autres animaux a des concentrations diverses,
mais Ie degre de toxicit6 varie beaucoup selon Ie type de metal, la
forme sous laquelle on Ie retrouve ou Ie type d'organisme intoxique
[5]. Parmi les metaux qui sont toxiques a faible concentration, on
retrouve Le cadmium. Ie cuivre, Ie mercure. Ie manganese. Ie
molybdene. Ie plomb et Ie zinc [6-10]. Le Be, V, Cr, Cd, Hg et Pb
sent notables pour leurs effets toxiques chez 1'etre humain [11].
Le cadmium est particulierement dangereux puisque les plantes sont
capable d'accumuler et de tol6rer des concentrations plusieurs fois
plus elevees que 1'homme. Ainsi, on peut Ie retrouver en
concentrations toxiques pour l'€tre humain dans les produits de
consommation de 1/agriculture [7]. Enfin, Le cuivre. Ie zinc et Ie
nickel sont phytotoxiques et leurs concentrations elevees dans Ie
sol peuvent affecter fortement Ie rendement des recoltes [5,7,12].
2.2 Normes de la qualite dos sols
Afin de mesurer la gravity du niveau de contamination dans Ie
sol. Ie Ministers de 1/Environnement et de la faune a developpe dos
crit^res indicatifs pour 8 classes de contaminants dont les metaux
lourds [3]. Les crit^res sont present6s sous forme de grille
comportant pour chaque contaminant trois valeurs seuils de
concentration en ppm soient les valeurs A, B et C. Le tableau 2.1
presents les criteres du MEF pour les metaux lourds.
Valeur A: C'est Ie seuil minimal de contamination des sols. On
considere que sous ce seuil, Ie sol n'est pas contamine. II peut
€tre r6utilise de fa^on inconditionnelle.
Plage A-B: A ce niveau, Ie sol est qualifie de faiblement
containing. II peut €tre r^iitilise de fa?on conditionnelle par
exemple comme mat6riau de remblayage dans une zone industrielle a
condition de ne pas augmenter Ie niveau de contamination existant.
On peut aussi 1'envoyer dans un dep6t de materiaux sees ou
1'utiliser comme materiau de recouvrement dans un lieu
d'enfouissement sanitaire (LES)
Tableau 2.1: Crit^res du MEF pour les m6taux lourds
GRILLE DES CRTTERES INDICATIFS DE LA COKTAHINATION
OES SOLS ET DE L'EAU SOUTERRAINE


































































































































































































Valeur B: Des analyses approfondies sont necessaires ^ partir de ce
seuil.
Plage B-C: Le sol est containing. Sfil n'est pas d6contamin6, il
devra 6tre soumis SL des restrictions d'usages.
Valeur C: A partir de ce seuil, Ie sol est considere comme tres
contamin6. II peut y avoir necessity d'une action correctrice dans
un bref d61ai.
Plage > C: Tous les usages du sol devraient etre restreints. Des
etudes approfondies et des travaux de restauration sont
generalement n6cessaires.
Dans tous les cas, ces criteres doivent etre consideres comae
indicatifs. 6tant donne la nature heterog^ne et complexe de la
contamination des sols, chaque situation exige du cas par cas. Le
choix d'inter vent ion doit ^tre fait en fonction entre autres de la
nature et de la concentration des contaminants, de 1'utilisation
prevue du sol et de 1' impact sur la nappe phreatique et sur
1/environnement en general [3].
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2.3 Gestion dos sols contamines
II existe deux principaux modes d' intervention en matiere de
sols contamin^s soient 1'enfouissement sanitaire et les traitements
(physico-chimiques, thermiques et biologiques)• Les traitements
permettent d'enlever Ie contaminant du sol ou de 1'immobiliser sur
place (1'isoler physiquement et/ou chimiquement) • L'enl^vement des
metaux lourds du sol est la solution la plus int6ressante car elle
permet la r6utilisation du sol de fa?on inconditionnelle.
2.3.1 Enfouissement s6curitaire
L'enfouissement securitaire est une solution acceptable
lorsque Ie traitement est impossible ou trap coQteux. Cependant,
etant donne les risques de contamination de la nappe phreatique,
des normes severes de construction et de gestion des sites
d'enfouissement doivent etre respectees. C'est dans cette optique
que Ie Ministere de 1'Environnement et de la Faune (MEF) a public
un guide d'implantation et de gestion des lieux d'enfouissement des
sols contamines [13]. Ce mode de gestion n'est cependant pas Ie
plus souhaitable car il est une solution transitoire et non
definitive.
2.3.2 Traitements Dhvsico-chimiaues
Les precedes de traitement physico-chimiques impliquent des
etapes de separation physique ou de changement de phase et des
etapes de transformation chimique des contaminants. Ces types de
traitement peuvent ^tre appliqu6s avec du sol excave ou in-situ.
Les precedes in-situ necessitent lf injection de liquides sous la
surface du sol et sont done limit6s par plusieurs facteurs tels la
penn6abilite du sol, la profondeur de la nappe phreatique et les
caracteristiques du contaminant (solubilite, concentration, etc.).
Une des methods physico-chimique les plus employee pour
1'enlevement des metaux lourds est Ie lessivage des sols. Cette
technique necessite I'emploi de solvants appropries afin de
realiser 1'extraction de contaminants de la phase solide (sol) a la
phase aqueuse (solvant). Les solvants utilises Ie plus frequemment
pour extraire les metaux lourds sont les acides [14-17] ainsi que
les agents chelateurs comme 1'EDTA et Ie NTA [1,15-18]. La methode
est efficace mais necessite de tres grandes quantit6s de solvant.
L'utilisation de cette technique est limitee par son cotlt ainsi que
par la difficulte de recup6rer Ie solvant [15-17]. De plus,
1'efficacite de la methode peut ^tre limitee par la non homogeneite
du sol et d'autres conditions hydrogeologiques defavorables. Enfin,
des reactions peuvent se produire entre Ie solvant et certains
elements du sol comme par exemple Ie calcaire avec les acides. [15]
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Une autre m6thode pr6sentement ^ l'6tude est Ie lessivage
61ectro-cinetique. Ce proc6de consiste en un transport des
contaminants par 1'application d'un courant electrique dans un sol
satur6 dreau [17].
Finalement, on peut inclure dans ce groupe les methodes de
stabilisation/solidification. Ces techniques n'ont pas pour but
d'enlever les contaminants du sol mais plut6t de reduire la
mobilite et la toxicite dos polluants. Dans les proced6s de
stabilisation, I'ajout de reactifs divers permet de diminuer la
solubilite ou la mobilite des contaminants par 1'alteration
chimique de ces derniers. Les methodes de solidification confinent
Ie contaminant dans une matrice solide, imperm6able et resistante
^ 1'erosion chimique et mecanique ^ 1'aide de divers agents de
solidification comne des matieres podzoliques (chaux, calcaire,
silicates, ciment, resines thermoplastiques, etc.). Les
technologies utilisent generalement une combinaison des deux
methodes [15-17,19]. Ces methodes sont adequates pour les melanges
de metaux les plus varies. Cependant, les metaux ne sont ni
enleves, rii detruits, ni concentres. De plus. Ie volume de sol
containing est augment^ par ces techniques, ce qui augmente les
problemes lies a la disposition de ces sols.
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2.3.3 Traitements thermiaues
Les proc6d6s de destruction thermique sont des technologies
etablies en mati^re de d6contamination des sols utilisant la
chaleur afin de detruire les contaminants dans les sols. Les
principales technologies thermiques de d^contamination des sols
sont les fours rotatifs, les fours ^ radiations infrarouges, les
r6acteurs au plasma, les lits fluidises et la pyrolyse. Cependant,
malgr6 leur grande efficacite a detruire les composes organiques,
ces m6thodes sont inefficaces pour traiter les composes
inorganiques et les metaux lourds. Par centre, il existe un type
de proc6d6 thermique, la vitrification, qui peut Stre utilise afin
d'immobiliser ces contaminants [15-17,20]. Le precede pennet,
apres chauffage jusqu'au point de fusion et refroidissement, de
transformer Ie sol contamine en un mat6riel vitrifie, stable et
inerte ressemblant ^ de 1'obsidienne. La vitrification peut etre
utilisee in-situ avec des 61ectrodes et un courant electrique pour
chauffer Ie sol a la profondeur et la temperature voulues. La
technique peut aussi etre utilis6e avec du sol excave dans des
fours a haute temperature. Enfin une technologie plus recente
utilise des fours rotatifs avec une torche au plasma [16,17].
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2.3.4 Traitements bioloaiaues
II existe deux techniques biologiques d'enlevement des metaux
lourds dans les sols soit la biolixiviation, gui sera trait6e au
chapitre suivant, et la phytor6habilitation. Cette derni^re
technique utilise des plantes capables d'accumuler et de tolerer de
tr6s fortes concentrations de metaux [21]. Cette m6thode est
encore ^ un stade experimental.
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3. THEORIE DE LA BIOLIXIVIATION DES METAUX
La biolixiviation consiste en 1'utilisation de certains
micro-organismes specialises pour lessiver, sous des conditions
sp^cifiques, les metaux. Le ph6nomene en soit n'est pas nouveau.
Depuis lfapparition de la vie sur terre il y a pres de 4 milliards
d'annees, certaines bact6ries proliferant naturellement en milieu
mineral sont capables d'extraire les m6taux en les faisant passer
en solution. Ce phenom^ne d'extraction dans 1'eau est ce que 1'on
appelle la lixiviation bacterienne [22]. Dans ce chapitre, il sera
question des principaux mecanismes biochimiques de la
biolixiviation, des microorganismes impliques dans Ie processus de
meme que de 1'utilisation actuelle du proc€d6. Enfin, les
objectifs de cette etude seront presentes.
3.1 Principaux mecanismes de la biolixiviation
La solubilisation dos metaux par biolixiviation peut €tre
atteinte de fa<?on directe par Ie metabolisme des bacteries ou
indirecte par les produits de leur metabolisme [23-28]. Dans Ie
mecanisme direct, les sulfures de metaux insolubles (MS) sont
oxydes par les bacteries lixiviantes en sulfates solubles (N804)
selon 1'equation simplifi6e:
MS + 202 — MS04 (i)
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Ce m€canisme d'oxydation directe a ete demontre pour
plusieurs metaux comme Ie NiS, ZnS, CoS, PbS et CuS [25]. Dans Ie
mecanisme indirect, les sulfures de metaux sent oxydes chimiquement
par des ions ferriques:
MS + 2Fe3+ — M2+ + 2Fe2+ + S° (ii)
Les ions ferreux produits par la reaction (ii) sent alors
r6oxydes par les bacteries ferrooxidantes (ex. T. ferrooxidans) :
2Fe2+ + 0,502 + 2H+ — 2Fe3+ + Hp (iii)
et Ie cycle d'oxydation du fer se repete. Ainsi, la reaction
indirecte est due a la capacite metabolique qu'ont les bacteries
ferrooxidantes de tirer leur energie de 1'oxydation de 1'ion
ferreux. Parallelement, Ie soufre elementaire produit dans
lr equation (ii) est oxyde en acide sulfurique, ce gui favorise
davantage la dissolution des metaux. L'equation gui decrit cette
reaction est la suivante:
S° + 1,502 + HzO — H2S04 (iv)
La plupart des esp^ces de thiobacilles peuvent etre
impliquees dans cette reaction [29]. Cependant, il est important
de noter que m^me en 1'absence de la reaction (ii), 1'oxydation du
soufre 61ementaire peut se produire si ce substrat est present
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naturellement ou ajoute dans Ie milieu. T. thiooxidans oxyde Ie
soufre elementaire plus efficacement et rapidement que toute autre
bact6rie. Lorsque Ie soufre 61ementaire est la seule source
d'energie, T. thiooxidans est d6finitivement predominante et en un
tr^s court temps. Ie substrat est oxyd6 en acide sulfurique [28].
En plus du soufre 616mentaire, les thiobacilles peuvent
oxyder d'autres composes soufres comme Ie sulfure d'hydrogene (N28) ,
Ie thiosulfate (S^2') , Ie trithionate (S30(,2') et Ie tetrathionate
(S40<,2-) [27,30].
Enfin, il existe d'autres types de reaction comme la
lixiviation du dioxyde de manganese. Le MnOz n'est pas soluble dans
1'acide sulfurique mais lorsque reduit en sulfate de manganese par
1'action indirecte de T.thiooxidans, il devient soluble [27]. II
est important de comprendre que les reactions en biolixiviation ne
sent pas toutes similaires et dependent du type de metal, des
conditions du milieu, des organismes en presence et de plusieurs
autres facteurs [27].
3.2 Microorganismes biolixiviants
II existe plusieurs esp^ces de bacteries qui peuvent tirer
1'energie necessaire a leur croissance de 1'oxydation du soufre
elementaire ou de composes soufres reduits. Cependant, les micro-
organismes du genre Thiobacillus semblent €tre les seuls isol6s
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jusqu'^ present possedant un syst^me enzymatique permettant
d'oxyder rapidement et efficacement Ie soufre 616mentaire en
conditions mesophiles [31]• On peut classer ces bact6ries en deux
categories distinctes soient les thiobacilles peu acidophiles et
les acidophiles [29,31,32]. Les peu acidophiles ont une croissance
optimale a pH neutre (pH 6^8) et ne peuvent proliferer lorsque Ie
milieu est acide (pH < 3) . Par centre, les acidophiles peuvent
croltre §L un pH inf6rieur ^ 3 mais pas en milieu neutre (pH > 5)
[32,33]. Le tableau 3.1 presents les differentes especes de
thiobacilles.
Les thiobacilles sont des petites cellules gram-negatives en
forme de bStonnets («0.5 X 1.0-4.0 jLim) . Elles tirent leur energie
de 1'oxydation d'un ou plusieurs composes soufres reduits. Toutes
les especes fixent Ie dioxyde de carbone et sont capables de
croissance autotrophe. Certaines especes sent obligatoirement
chimiolithotrophes alors que d'autres peuvent aussi croltre de
faq;on chimioorganotrophique [32].
La distribution des thiobacilles est variee mais on retrouve
generalement ces microorganismes dans des environnements riches en
soufre ou en composes soufres comme les sites miniers, les dep6ts
de soufre elementaire, les aires de traitement des eaux usees, etc.
[23,25,32,33]. On peut aussi les retrouver dans les eaux douces et
salees [32,34], ainsi quo dans differents types de sols [31,32].
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3.3 Utilisations de la biolixiviation
La biolixiviation permet de nombreuses applications
economiques et environnementales dont dos technologies etablies
comme la desulfurisation du charbon [25,35-38] ou d'autres
combustibles fossiles [39,40] afin de r6duire les emissions de
dioxyde de soufre lors de la combustion. La d6sulfurisation
biologique du gaz naturel [41] ainsi que des cendres et scories de
different types de dechets industriels [42] est aussi realisable.
Enfin, la decontamination biologique (avec T. ferrooxidans) de
sediments fluviaux pollu6s par le^ metaux lourds a ete recemment
etudiee [43]. II existe de nombreuses autres applications de la
biolixiviation dCmontrant Ie grand potentiel de cette technologie.
Cependant, trois applications particulieres seront vues plus en
detail.
3.3.1 Industrie miniere
Depuis de nombreuses annees, la biolixiviation est pratiquee
a travers Ie monde dans 1'industrie miniere pour la recuperation
des metaux a partir de mineral et de residus miniers [22,23,25,44-
46]. Jusqu'^ present, la technologie a ete Ie plus souvent
associee a la recuperation de cuivre et d'uranium. Les bacteries
autotrophes de type T. ferrooxidans et T. thiooxidans, seraient
responsables de 1'extraction de 25% du cuivre aux Etats-Unis
[25,47] et de plus de 10% du cuivre mondial [22]. Cependant,
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d'autres avenues semblent prometteuses comme la r6cup6ration du Zn,
Pb, Co, Cd, Ni, Mn, Cr ainsi que de plusieurs autres metaux par
biolixiviation de mineral et residus miniers [25,45-47]. La
r6cup6ration de metaux precieux comme 1'or et 1'argent est aussi ^
l'6tude malgre la forte toxicit6 de 1'argent pour T. ferrooxidans
[25,45,49]. D'ailleurs, la biolixiviation permet dram61iorer Ie
rendement d'extraction de metaux precieux prisonniers de gangues
sulfur6es [22,49]. Enfin, les d6chets de 1'industrie du raffinage
des metaux peuvent aussi €tre soumis a la biolixiviation avec
succ^s [46-48]. II existe pr6sentement deux techniques principales
de lixiviation bact6rienne dans 1'industrie mini^re. La methode la
plus traditionnelle consiste a disposer Ie mineral en tas sur des
surfaces impermeabilisees. Ces tas sont arroses par des solutions
de lixiviation qui peuvent ^tre acidifiees, oxygenees ou enrichies
en nutriments pour favoriser 1'action des thiobacilles. Les
solutions sent ensuite recueillies et traitees chimiquement ou
electriquement pour en extraire Ie metal. L'autre methode est un
procCde in-situ gui consiste ^ arroser les couches de mineral dans
des galeries et a recuperer la solution par pompage dans les
galeries inf^rieures afin de la traiter [22,44].
La recup6ration des metaux est sans contredit l'int6r€t
industriel Ie plus important de 1'utilisation des thiobacilles.
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3.3.2 Traitement des boues de station d'eouration
L'6pandage des boues provenant du traitement des eaux usees
municipales sur les terres agricoles est une m6thode de
revalorisation interessante mais leur contenu en m6taux lourds est
probl6matique• Les methodes chimiques 6tant codteuses, on etudie
depuis quelques ann6es la possibilite d^utiliser la biolixiviation
comme m6thode d'enlevement des m6taux lourds dans les boues.
Les premieres etudes de biolixiviation des boues ont et6
realisees dans des Erlenmeyers par Schonborn et Hartmann [50]. Les
souches de bacteries utilisees etaient T. ferrooxidans et 3L._
thiooxidans et un substrat (S°, FeS, CuS) devait etre ajoute. De
plus. Ie pH devait etre ajuste au prealable a une valeur inferieure
a 5. Wong et Henry [24,51] ont par la suite demontre que la
biolixiviation avec T. ferrooxidans et des boues digerees
anaerobies pouvait ^tre effectuee sans a j out de substrat. Ie milieu
de culture etant preajuste a 4,0. Les thiobacilles utilisaient les
sulfures de m6taux presents dans les boues comme substrat.
Depuis quelques annees, la biolixiviation avec T.
ferrooxidans et des cultures mixtes de T. ferrooxidans et T_._
thiooxidans, utilisant Ie FeS04.7H20 comme substrat a ete largement
6tudi6e en Erlemneyers et dans differents types de reacteurs
[28,52-60]. Par centre, 1'utilisation de soufre elementaire comme
substrat a la place de 1' ion ferreux est plus r6cente. Les
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premiers travaux ont pennis de constater qu'avec ce precede,
1'acidification initiate de la boue nr6tait pas n6cessaire [61].
Ceci serait dd a une cooperation entre les thiobacilles peu
acidophiles comme T. thioparus et les acidophiles comme L
thiooxidans, les premiers abaissant Ie pH de la boue jusqu'a
environ 4 et les seconds faisant chuter Ie pH de 4 3i des valeurs
inferieures a 2 [62-63]. Blais et al. [63] ont aussi demontre
qu'il est possible d/adapter les microorganismes indigenes de la
boue pour la biolixiviation dos metaux avec comme substrat Ie
soufre el6mentaire. Les rendements de solubilisation obtenus par
cette m6thode etaient: Cd 83-96%, Cr 16-54%, Cu 85-87%, Mn 91-94%,
Ni 78-79%, Pb 28-46% et Zn 82-96% [63]. Plusieurs parametres ont
aussi 6t6 €tudi6s conune la temperature, la concentration de solides
dans les boues et Ie pH initial du milieu [64-66] de meme que les
aspects microbiologiques du precede [31].
3.3.3 Traitement des sols
Jusqu'a present, Vutilisation de la biolixiviation dans Ie
but d'enlever les metaux lourds dans les sols contamines a etc tres
peu 6tudiee mais semble fort prometteuse. Zagury et al [67] ont
dej^ demontre qu'il est possible d'adapter en Erlenmeyers (melange
sol-eau) la microflore indigene des sols avec comme substrat du
sulfate de fer (FeS04.7H20) et ce pour differents types de sols.
Une fois adapt6e, cette microflore peut effectuer la biolixiviation
des metaux lourds permettant ainsi de d6contaminer les sols. Le pH
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initial du melange sol-eau doit cependant €tre abaisse a environ
4,7 pour permettre la croissance des bacteries ferrooxidantes. Les
rendements de solubilisation apr6s 10 jours de lixiviation ont 6te
de 1'ordre de 35-66% pour Ie cuivre, 35-97% pour Ie mangan^se et
18-96% pour Ie zinc.
3.4 Besoins et objectifs de la recherche
L'utilisation du soufre 61ementaire conmie substrat et
1'adaptation d'une microflore oxydant Ie soufre n'ont pas encore
ete ^tudiees en traitement des sols, la recherche dans ce domaine
etant trop recente. Les caracteristiques visees par cette methode
sont d'obtenir une microflore fonctionnelle a partir d/ un pH
initial du sol Ie plus elev6 possible, capable d'atteindre des
niveaux de solubilisation dos metaux acceptables pour la
disposition et la reutilisation des sols, capable d'utiliser un
substrat peu coGteux pouvant €tre transporte et entrepose
facilement pour la croissance bacterienne et etant peu influencee
par les caracteristiques physicochimiques dos sols (huiles et
^raisses, matiere organique, concentration de metaux, etc.) et les
variations du milieu (temperature, pH, concentration de solides,
activite des microorganismes heterotrophes)•
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Afin de verifier si 1'utilisation du soufre elementaire comme
substrat en biolixiviation des m6taux dans les sols a un potentiel
interessant, certaines experimentations de base doivent Stre
effeatures. Les objectifs de cette recherche sent done:
(a) de demontrer la presence de microorganismes indig^nes
capable d'oxyder Ie soufre elementaire, comme
T. thiooxidans et T. thioparus, pour permettre la
biolixiviation dans divers types de sols contamines par des
metaux lourds,
(b) d'adapter ces microflores indigenes pour la biolixiviation
des metaux lourds et montrer qu'elles permettent une
d6contamination efficace des sols,
(c) d'etudier les effets d'un parametre soit la concentration
en solides dans Ie melange sol-eau sur 1'acidification et
sur la solubilisation des metaux lourds.
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4. EXPERIMENTATION
4.1 Choix dos sols
Quatre sols de differentes provenances ont et6 choisis pour
fins d'experimentation. Le choix de ces sols a ete motive par
leurs concentrations suffisamment 61ev6es en metaux lourds. M€me
si plusieurs terrains contiennent de fortes concentrations de
metaux lourds au Quebec, il demeure difficile de s'approprier des
sols cohtaminCs en raison de la crainte qu'ont les propri^taires de
terrains de voir des resultats d'analyse compromettants ^tre
publies. Ainsi, des quatre sols choisis, trois ont une provenance
confidentielle. Ce sent les sols de Drummondville, Sherbrooke et
Montreal. Le sol de Montreal provient du terrain d'une usine de
metallurgie. Le quatri^me sol a 6te echantillonn6 en Estrie pres
de la mine Eustis en bordure de la riviere Massawippi. Dans ce
memoire, les sols seront nommes selon leur provenance soit
Drummondville, Eustis, Sherbrooke et Montreal.
Tous les sols, excepte celui d'Eustis, ont etc echantillonnes
par Ie fournisseur et les m6thodes d'echantillonnage n'ont pas etc
controlees. Le sol d'Eustis a etc recueilli a 20 cm de profondeur
dans des sacs de polypropylene selon la methode du Ministere de
1'environnement du Quebec [68]. Par la suite, les sols ont ete
conserves dans des bouteilles de polypropylene hermetiquement
fermees. La temperature de conservation des sols avant leur
utilisation etait d'environ 4°C.
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4.2 Composition des sols
Une caract^risation partielle des sols a ete effectuee afin
de diff6rencier les quatre sols. Les caracteristiques chimiques
gui ont 6t6 etudiees sont Ie pH, I'azote total. Ie pourcentage de
mati^res volatiles. Ie phosphore total, les huiles et graisses
ainsi que la concentration en m6taux lourds. La capacity tampon de
chacun des sols a aussi et6 verif ice. Enfin, une classification
des sols a 6t6 effectu6e par analyse granulom6trique. Les methodes
utilisees pour chacune de ces analyses sont les suivantes:
- pH: dans 1'eau distillee selon la methode d'Agriculture
Canada [69]
- azote total: a 1'aide d'un appareil a TKN (total Kjeldahl
nitrogen) de marque BUchi.
- matieres volatiles: d'apres Ie manuel Standard methods de
1'APHA [70]
- phosphore total: selon la methode de 1'APHA [70]
- huiles et graisses: a 1'aide d'un appareil SFE de marque
Suprex
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Les resultats de ces analyses sont pr6sentes au tableau 4.1.
L'analyse des metaux a 6t6 effectuee a 1'aide d'un
spectrophotometre a absorption atomique Varian, module AA-1275.
Les echantillons de sol ont ete prealablement dig6r6s dans 1'acide
nitrique (NN03) , fluorhydrique (HF) et perchlorique (HC104) selon la
procedure de 1'APHA. [70]. Les resultats de 1'analyse des metaux
sont pr6sentes au tableau 4.2.
La capacite tampon a 6te determinee selon la methode
developpee par Federer et Hornbeck [71]. Les courbes de titration
(pH obtenu apres 24 heures en fonction de la quantite d'acide
ajoutee) representant la capacite tampon, ou capacite de resister
a des changements de pH, sont pr6sentees a la figure 4.1. II est
int6ressant de connaltre cette capacite 6tant donne que Ie principe
de la biolixiviation des metaux avec Ie soufre comme substrat est
base principalement sur une acidification et done un changement de
pH du milieu. Plus la courbe de titration est horizontale, plus la
capacite est forte. On remarque que Ie sol de Montreal a une
capacite tampon largement superieure aux autres. Le sol de
Drummondville vient au second rang et les sols de Eustis et
Sherbrooke possedent les capacites les plus faibles.
Enfin, les resultats de la classification granulom6trique
sont pr^sentes ^ la figure 4.2. L'analyse des particules fines
(argiles, silts) a et6 effectuee par s6dimentometrie et celle des
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Figure 4.2: Courbes granulom6triques des sols
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particules grossieres (sables, graviers) par tamisage.
4.3 Adaptation de la microflore indig&ne oxydant Ie soufre
La concentration de sol choisie pour 1/adaptation 6tait
d'environ 15 a 20 g/1. Cette valeur a 6t6 choisie d'apres Zagury
et al [67] ainsi que Blais et al.[63]. Ainsi, une quantity de
chacun des quatre sols a 616 transferee avec 150 ml d'eau dans des
Erlenmeyers de 500 ml afin d'obtenir la concentration d6siree. A
ce melange fut incorpore 1 % (poids/volume) de soufre elementaire
en poudre soit 1,5 g par Erlenmeyer. Afin de prevenir une
evaporation trap importante de 1'eau des melanges, et done une
variation temporelle de la concentration de sol, les Erlenmeyers
ont ete fennes a 1/aide de bouchons en mousse de polyurethane. Ces
bouchons permettent cependant un echange gazeux suffisant pour que
les microorganismes beneficient d'un apport adequat en oxygene et
en gaz carbonique. GrSce a ces bouchons, 1'evaporation fut reduite
a une valeur negligeable.
Chacun des Erlenmeyers ont par la suite ete installes sur un
agitateur de modele G2, New Brunswick Scientific co. La vitesse de
rotation fut fixee ^200 revolutions par minute d'apres Blais et
al. [63] puis elle a dQ ^tre reduite ^ 190 rpm pour des raisons
techniques. La temperature d'incubation a ete fixee pour des
raisons techniques a environ 23 ± 2°C soit la temperature de la
piece dans Ie laboratoire. Cette temperature est pr^s de la
temperature optimale pour T. thiooxidans et T. thioparus (25-30°C)
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[32]. Blais et al. [64] ont aussi d6montre que Ie proc6d6
utilisant Ie soufre comme substrat etait plus efficace a 28°C qu'a
21°C mais equivalent a 35°C. Done la temperature optimale se
trouve entre 21°C et 28°C. Le pH etait mesure r6guli6rement avec
un appareil portat if de module Hach one, Hach Company a fin de
suivre sa chute progressive. La figure 4.3 montre une photographie
de 1'appareillage experimental. Apr^s uno acidification initiale
due a 1' action des microorganismes, la technique d'adaptation,
developpee par Blais et al. [63], consistait en 1'inoculation de 10
% de sol acidifi6 dans un milieu frais done dans un autre
Erlemneyer contenant les memes elements que Ie precedent. Ce
nouveau melange etait alors incube dans les m^mes conditions de
temperature et de vitesse de rotation que pour 1'acidification
initiate et Ie processus d'acidification pouvait recommencer avec
une efficacite superieure, les bacteries s'adaptant progress ivement
au milieu. Ces transferts furent reputes successivement jusqu'a ce
que la vitesse de chute du pH initial des melanges soit maximisee
entre deux transferts successifs. Lorsque cet etat est atteint, la
flore microscopique oxydant Ie soufre peut etre consideree comme
etant adaptee au type de milieu auquel elle est soumise. La figure
4.4 montre un schema representant la procedure d'adaptation.
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sol + eau + soufre
1+ 10% d'inoculum
sol + eau + soufre
I+ 10% d'inoculum
sol + eau + soufre
1
etc.
Figure 4.4: Schema de la m6thode d'adaptation
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4.4 R^activation de la microflore indig^ne
En raison de circonstances hors exp6rimentales, les essais
durent ^tre suspendus pour une periode de six mois. Afin de
conserver les souches adaptees, un dernier transfert a ete effectue
et pendant la periode de croissance logarithmique des
microorganismes, les Erlenmeyers ont ete retires de 1'agitateur et
conserves au refrigerateur a une temperature d'environ 4°C. Les
bact6ries oxydant Ie soufre etant generalement mesophiles. Ie
metabolisme devait en principe etre suffisamment reduit pour que
les bacteries survivent a une certaine periode sans manquer de
nutriments ou autres ^16ments essentiels. Par contre, aucune
information connue ne permettait d'assurer que la microflore
survivrait a une si longue periode.
Pour la reactivation des souches bacteriennes, trois
concentrations de solides ont ete choisies pour preparer les
melanges sol-eau afin de verifier lrinfluence de cette
caracteristique, soient 15 g/1, 35 g/1 et 55 g/1. Le choix de 55
g/1 a ete motive par certains resultats preliminaires qui
semblaient indiquer que c'etait la concentration maximale a
laquelle il 6tait possible d'adapter la microflore. 35 g/1 est une
valeur m6diane entre 55 g/1 et la concentration de 1/adaptation de
15 g/1. La figure 4.5 montre un schema representant la procedure
de reactivation. Un premier essai a 6te effectue en utilisant 10%
d'inoculum provenant des souches respectives de chaque sol
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sol + eau + soufre
I+ 10% cTinoculum
sol + eau + soufre
I+ 10% d'inoculum
sol + eau + soufre
1
etc.
Figure 4.5: Schema de la m6thode de r6activation
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conserv6es au r6frig6rateur• Par la suite, des transferts
successifs ont 6t6 effectues suivant la m6thode utilis6e
pr6c6demment jusqu'li ce que les bacteries soient reactivees. Les
trois concentrations pour chaque sol ont 6t6 adaptees s6par6ment
c'est a dire que lors d'un transfert, I'inoculum ajoute ^ un
melange contenant 15 g/1 de sol provenait de 1'acidification
precedente d'un melange de 15 g/1 de sol et ainsi de suite pour les
concentrations de 35 et 55 g/1.
4.5 Effets de la concentration de sol de I'inoculum
Afin de verifier 1/importance d'adapter la microflore
indigene a des concentrations differentes, un test comparatif a et6
effectue pour chacun des sols. Deux Erlenmeyers contenant un
melange a 15 g/1 de sol ont et6 inocul^s 1'un avec une souche
adaptee a 15 g/1 et 1'autre avec une souche adaptee ^ 55 g/1. De
meme, deux m61anges a 55 g/1 ont ete inocules de fa^on similaire.
Le pH a ensuite €te mesure pendant 1'acidification afin de comparer
son evolution et permettre de detenniner 1'importance de la
concentration de sol de I'inoculum lors de 1'inoculation des
microflores oxydant Ie soufre ^ un sol frais.
4.6 Controles temoins
Pendant 1'experimental ion, divers types de controles temoins
ont pennis de verifier plusieurs hypotheses quant a la cause de
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1'acidification. Les premiers temoins sont un m61ange d'eau et de
soufre ainsi que d'eau, de soufre et de sulfate d'ammonium
((N114)2304)). Ces t6moins pennettent de v6rifier la presence ou
1'absence d'une oxydation du soufre par 1'air. Un autre type de
temoin verifie est un melange de sol et d'eau. Ce t^moin permet de
v6rifier 1'importance du substrat (soufre) dans 1'experimentation.
Un dos contr61es les plus importants consiste a melanger sol, eau,
soufre et nutriments dans un Erlenmeyer et a steriliser Ie tout
pendant 12 minutes dans un autoclave, modele Steril-Quik de marque
National, a Weinicke Company, a temperature de 121°C. Ce controle
a pour but de v6rifier. si 1'acidification dos m^langes est due a
une oxydation microbiologique seulement ou si une oxydation
chimique est aussi impliquee. Enfin, Ie dernier type de t^moin a
pour but de verifier si un autre type d'oxydation notamment celle
du fer ionique par 1'espece Thiobacillus ferrooxidans n'est pas
impliqu6 dans cette experimentation. Pour ce faire, un Erlenmeyer
contenant eau, sol et nutriments mais sans soufre elementaire est
inocule avec 10% d'un melange adapte.
4.7 Essais de biolixiviation
Afin de verifier la capacite de la flore oxydant Ie soufre de
solubiliser les metaux comme zn, mn, pb et cu, un essai de
biolixiviation a et6 effectue pour chacun des sols experimentes
sauf pour celui de Montreal dont 1' adaptation de la microflore
oxydant Ie soufre n'a pas ete possible. Les trois concentrations
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de sol gui ont 6t6 choisies 6taient les m€mes que lors de la
r6activation soient 15 g/1, 35 g/1 et 55 g/1. A chacune de ces
concentrations correspond deux duplicatas et un contr61e temoin
pour un total de neuf Erlenmeyers. Les quantit6s de sol requises
pour obtenir les concentrations voulues, soient 2,25 q, 5,25get
8,25 g, ont ete m61angees avec 150 ml d'eau et transferees dans des
Erlenmeyers de capacity de 500 ml. A ce melange fUt ajoute 2% (0,3
g) de nutriments sous la forme de sulfate d'ammonium ((NN4)2804).
Puis, 1% de soufre 61ementaire a et6 ajout6 aux duplicatas mais non
aux contr61es temoins.
Chacun des Erlenmeyers ont ete inocules avec 10 % de
microflore adaptee a leur type de sol respectif. Afin
d'homogen€iser la procedure d'inoculation, une quantite suffisante
de melange adapt6 a 55 g/1 a 6te transferee dans un Becher puis
soumise a agitation a 1/aide d'un agitateur magn^tique. De ce
Becher, 15 ml ont ensuite ete retires et inocules a chacun des
Erlenmeyers appropri6s. De plus, trois 6chantilions de 10 ml
d'inoculum ont et6 centrifuges a 3000 g pendant 40 minutes, la
phase liquide etant conservee pour fins d'analyse des metaux et des
sulfates.
Les Erlenmeyers ont par la suite ete incubes sur un agitateur
giratoire a la temperature du laboratoire soit 23 ± 2°C et a une
vitesse de rotation de 190 rpm comme lors de 1'adaptation.
L'agitation etait maintenue sans interruption sauf lors des
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6chantillonnages. Le pH etait mesure reguli^rement tout au long de
1'essai. Afin de suivre revolution de la solubilisation des
metaux lourds dans les melanges, des 6chantillons de 10 ml ont 6te
soutir6s periodiquement dos Erlenmeyers. Pour ce faire,
1/agitation 6tait suspendue pendant 15 minutes pour permettre aux
particules solides de se d^poser. Par la suite, ^ 1'aide de
pipettes, 1'echantillon de surnageant etait retire puis centrifuge
a 3000 g pendant 40 minutes a 1'a ide d'une centrifugeuse, mode Ie
Medifuge de Canlab, afin de separer les solides du liquide. Enfin
la partie liquide etait conservee a 4°C pour fins dr analyses
chimiques dont la concentration de m6taux lourds et celle des
sulfates. La concentration en metaux lourds a et6 determinee ^
1'aide d'un spectrophotom^tre ^ absorption atomique, modele AA-1275
series de Varian et la concentration en sulfates a ete mesuree a
1'aide d'un spectrophotometre a lecture directe, modele DR-2000 de
Hach Company.
Afin de conserver la concentration de solides stable tout au
long de 1'essai, la quantity d'eau enlevee lors de
1'echantillonnage 6tait remplacee par une quantite equivalente
d'eau deionisee soit 10 ml.
4.8 Analyse microscopique
Afin de confirmer la presence de thiobacilles, un examen
microscopique des microflores adapt^es a 6te effectue. Les
bacteries en suspension, echantillonnees a m€me les Erlenmeyers,
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ont tout d'abord €te pr6par6es de la fa^on suivante.
Les bacteries en suspension ont 6t6 diluees dans un rapport
de 1:5 avec de 1'eau distill^e et filtrCe (filtre millipore 0.22ju).
Apres dilution, les suspensions de bacteries ont ete
centrifugees quelques secondes puis suspendues a nouveau dans de la
glutarald^hyde 2,5% tamponn6e avec du cacodylate de sodium 0,1M, pH
7,2 pendant 30 minutes a 4°C pour fixation.
Ensuite, les bacteries ont 6te centrifugees et lavees 3 fcis
avec Ie tampon cacodylate de sodium 0,1M.
Apres ces lavages, les bacteries ont ete resuspendues dans du
tetroxyde d'osmium 1% (tamponne avec du cacodylate de sodium 0,1M
a pH 7,2) et post-fixees pendant 24h a 4°C.
La post-fixation a ete suivie de 3 lavages de 10 minutes
chacun avec Ie tampon cacodylate. Les bacteries ont ensuite ete
filtrees sur filtre Nuclepore 0,4^, et d^shydratees dans une serie
ascendante d'ethanol de 50 ^ 100% par etapes de 10 minutes.
Enfin, les bact6ries sur filtre ont etc sechees a 1/air et
les f litres ont ete montes sur un support d'aluminium pour ^tre
m6tallises avec une couche de 150A d'or/palladium. L'examen des
microorganismes a 6te realise a 1'aide d' un microscope electronique
^ balayage JEOL JSM-840A sous une tension de 10 a 20 kilovolts.
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5. ANALYSE ET DISCUSSION DES RESULTATS
5.1 R^sultats de 1/adaptation de la microflore
Lfadaptation de la microflore oxydant Ie soufre dans les sols
consistait, comme d6crit pr6c€demment, en plusieurs acidifications
successives. La figure 5.1 montre un schema de 1'historique de
lfadaptation. Afin de permettre la croissance des microorganismes,
une quantite de sol a et6 ajout6e dans des Erlenmeyers a 150 ml
d'eau d^ionisee afin d'obtenir une concentration d'environ 15 g/1.
La source d'energie, ou substrat, fournie etait Ie soufre
61ementaire en poudre en concentration de 1% (poids/volume).
Les figures 5.2 a 5.5 montrent 1'evolution du pH des
differentes ©tapes de 1/adaptation pour les sols de Drummondville,
Eustis, Sherbrooke et Montreal respectivement. On remarque que
pour les trois premiers essais (essai 1, essai 2 et essai 3), la
chute de pH est significative mais tres lente pour les sols de
Drummondville et Eustis alors qu'elle est negligeable dans Ie cas
des sols de Sherbrooke et Montreal.
En plus du soufre comme substrat (ou source d'energie), de
1'eau, de 1'oxygene et de la source de carbone (COz atmospherique
pour les autotrophes), certains nutriments et metaux-trace sont
essentiels a la croissance des microorganismes autotrophes.
Pelczar et Reid [72] indiquent la concentration necessaire en
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Figure 5.5: Evolution du pH pendant I*adaptation du sol de Montreal
47
plusieurs 61€ments pour la croissance de bacteries oxydant Ie
soufre. Done, apres Ie deuxi^me essai, suite aux faibles chutes de
pH obtenues, il a 6te decide d'ajouter des nutriments au melange de
base af in de combler une carence en certains 616ments, ce gui
semblait inhiber la croissance de la microflore. Des nutriments
sous forme de (N114)2804 et de 'KyKPO^f deux composants majeurs du
milieu liquide synthetique 9K de Silverman et Lundgren [73], ont
done et6 incorpores aux melanges lors du deuxieme transfert aux
concentrations utilisees par Zagury et al. [67] de 3,0 g/1 et 0,5
g/1 respectivement. Un controle temoin sans nutriments a aussi ete
effectu6. Sur les figures 5.2 a 5.5, on peut comparer Ie troisieme
essai avec (essai 3 + nutriments) et sans (essai 3) nutriments pour
les quatre sols. Sans nutriments, la chute de pH est similaire a
celles des essais precedents. Par contre, avec des nutriments, on
remarque, sauf pour Ie sol de Montreal, un pH initial legerement
inferieur dH ^ 1'ajout des nutriments suivi d'une pente de la
courbe de pH nettement accentuee. En effet, un pH de 2 est atteint
apres 9 jours pour Ie sol de Drummondville (figure 5.2) et 15 jours
pour celui de Sherbrooke (figure 5.4) . Le sol de Eustis (figure
5.3) atteint un pH de 3,3 en 4 jours puis se stabilise pendant
quelques jours pour redescendre lentement par la suite. Quant au
sol de Montreal (figure 5.5), on remarque une legere baisse de pH
dont la pente est semblable avec ou sans nutriments, ce qui veut
dire qu'il est probable que d'autre facteurs comme la capacite
tampon ou la toxicite de certains m6taux inhibent la croissance de
la microflore, ce qui sera discute plus loin.
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Les resultats precedents semblent indiquer que les nutriments
ajoutes sont essentials a la croissance des bact6ries oxydant Ie
soufre et ne se trouvaient pas en quantity suffisante dans les sols
experimentes• Plus tard, certains essais ont demontr^ que seul
1'ajout de (NN4)2804 etait n6cessaire, ce gui indique que les autres
616ments devaient d€j^ se trouver en quantity suffisante dans les
sols. L'ajout de K2HP04 a done 6t6 annul6 apr6s 1'essai 3.
Par la suite, afin d'adapter les microflores, des transferts
successifs ont et6 effectu^s. Ces transferts consistent en
I'inoculation de 10% de sol acidifi6 ^ 1'etape precedente a un
melange frais de sol, eau, soufre et nutriments aux memes
concentrations que precedemment• Pour les sols de Drummondville et
Sherbrooke (figures 5.2 et 5.4), un seul transfert sera necessaire
avant que leur microflores respectives soient considerees adaptees
c'est ^ dire que la chute de pH soit maximisee done que la
difference de vitesse d'acidification soit negligeable entre deux
transferts successifs. Pour Ie sol de Eustis (figure 5.3), quatre
transferts seront n6cessaire avant 1'adaptation. Le sol de
Montreal (figure 5.5) n'a pu €tre adapte, ce qui sera discute plus
loin.
Les travaux de Blais et al. [63] sur la biolixiviation des
metaux dans les boues d'epuration ont permis de differencier deux
types d'adaptation. Le premier type est une adaptation rapide, ne
necessitant qu'un seul transfert et la chute (^ pH lors de
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1'acidification initiale se produit en une seule etape jusqu'a une
valeur de 2 ou mains. Le deuxi^me type est plus lent et
l^acidification initiate se produit en deux 6tapes soient une chute
rapide du pH jusqu'a 4 ou 5 suivie d'un plateau puis d'une autre
chute de pH jusqu'eL une valeur inf6rieure IL 2. Cette tendance
(plateau) diminue et disparalt apr6s quelques transferts. Ce type
d'acidification serait dQ a 1'activite de deux categories de
bact6ries oxydant Ie soufre soient les peu-acidophiles comme
1'espece T. thioparus qui sont responsables de la premiere chute de
pH et les acidophiles conune la T. thiooxidans qui commencent ^
croltre a partir d'une valeur de pH d'environ 4 a 5 [29,32,62,63].
Dans Ie cas des sols de Drummondville et Sherbrooke (figures
5.2 et 5.4), la chute de pH a une valeur de 2 s'est produite de
fa^on similaire au premier type d'adaptation soit rapidement et en
une seule etape, ce gui indique que des bacteries oxydant Ie soufre
acidophiles et peu-acidophiles etaient pr^sentes en grande quantite
et actives du point de vue mCtabolique. Une autre espece de
bacterie comme la Thiobacillus intermedius, gui permet de reduire
Ie pH drun milieu synthetique de 7 jusqu'a 1,9 a 2,0 [29,63], peut
aussi €tre responsable de la baisse de pH en une seule etape.
Dans Ie cas du sol de Eustis (figure 5.3), on ne peut pas
tout ^ fait Ie classer dans Ie deuxieme type car Ie plateau n'a pas
et6 suivi d'une chute rapide. Cependant, il est possible que les
bacteries peu-acidophiles aient ete presentes en quantite
importante et bien adaptees dans Ie sol d'ou la chute rapide de pH
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jusqu'a 3,3 tandis que les bacteries acidophiles ne se trouvaient
qu'en tr6s faibles quantit6s. Ces derni6res auraient ainsi pris
plus de temps el s'adapter au milieu.
Enfin, avec Ie sol de Montreal (figure 5.5), il a ete
impossible d'obtenir une acidification suffisante pour permettre la
biolixiviation. La plus grande baisse de pH a 6t6 obtenue au
deuxi6me transfert soit une chute d'un pH initial de 6,1 a un pH de
4,8 en 11 jours suivie d'une stabilisation. Cette acidification
semble indiquer la presence d'une faible activity bacterienne non
acidophile. Cependant, par la suite, malgre plusieurs transferts
et 1'ajout de tous les autres nutriments recommand6s par Pelczar et
Reid [72], jamais la valeur de pH visee de 2 n'a et6 approchee.
Plusieurs raisons peuvent expliquer cet echec. II est possible que
certains h6terotrophes soient entres en competition avec les
thiobacilles pour 1'utilisation de 1'oxygene et aient ainsi inhibes
leur croissance. Cependant, des tests effectues avec Ie sol de
Montreal autoclave et inocule avec des microflores de Drummondville
et Eustis n'ont pas montre de meilleurs r6sultats. De plus, les
fortes concentrations de metaux toxiques dans Ie sol de Montreal
(tableau 4.2) rendent improbable la proliferation de la plupart
des heterotrophes• Ces concentrations, particulierement celles en
Ni et en Cu, peuvent aussi avoir eu un effet inhibiteur sur la
croissance des thiobacilles m€me si ces bacteries sent reputees
pour pouvoir tolerer de tres fortes concentrations de metaux. De
plus, pour des raisons techniques, la concentration en certains
metaux comme Ie mercure, 1'argent ou 1'arsenic n'ont pu €tre
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determin6es. La toxicite de I'argent pour T. ferrooxidans est
connue [45] et Ie mercure est reput6 toxique pour plusieurs
bacteries. II est possible que la presence d'un ou plusieurs de
ces m6taux toxiques ait empeche 1'adaptation de la microflore
oxydant Ie soufre dans Ie sol de Montreal. Cependant, il est
probable que ce soit 1'effet tampon tr6s important du sol de
montreal gui soit la cause de 1'echec de la biolixiviation dans ce
cas. En effet, un test de verification a permis de constater
qu'apres 10 jours d'acidification, malgre 1' absence de chute
significative du pH, il y avait quand meme production de sulfates.
La figure 5.6 montre une comparaison de la chute du pH en
fonction du temps pour les sols de Drummondville, Eustis et
Sherbrooke avant et apres adaptation. L'addition de 1% de soufre
elementaire au m61ange sol-eau en presence de nutriments permet
d'abaisser Ie pH a une valeur de 2 en 9 jours pour Ie sol de
Drummondville et 15 jours pour Ie sol de Sherbrooke. Le sol de
Eustis n'a pas atteint cette valeur.
L'adaptation de la microflore oxydant Ie soufre par
inoculations successives de 10 % de melange acidifi6 a permis
d'atteindre un pH de 2 en 4 jours pour Ie sol de Drummondville et
5 jours pour celui de Eustis. Ces r6sultats se comparent ^ ceux
obtenus par Blais et al. [63] soient un pH de 2 en 1,5 a 7 jours
selon les boues etudiees. Par contre, 12 jours ont ete necessaires
pour atteindre un pH de 2 avec Ie sol de Sherbrooke.


















Figure 5.6: Comparaison de la chute de pH avant et apres adaptation
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qu'une caract6ristique gui diff^re de fa?on significative des
autres sols est sa concentration en huiles et graisses (tableau
4.1) • D'ailleurs, la concentration en huiles et graisses du sol de
Sherbrooke (22655 ppm) depasse largement la valeur du critere C
(5000 ppm) du Minist^re de 1'environnement du Quebec [3]. On sait
que la presence d'une quantite importante d'huiles et graisses dans
Ie sol peut mener a la formation d'un film a la surface du m61ange
et r6duire Ie transfert des gaz [74-76]. Lors des essais avec Ie
sol de Sherbroolce, la presence d'une couche d'huile a d'ailleurs
et6 remarqu6e a la surface des Erlenmeyers. Or, Ie transfer!
d'oxyg^ne et de dioxyde de carbone est un facteur determinant pour
la croissance des microorganismes aerobies [28] et par Ie fait meme
pour 1'oxydation du soufre 61ementaire en acide sulfurique. II est
done possible que la presence de ce film soit responsable d/une
legere inhibition de la croissance de la microflore oxydant Ie
soufre du sol de Sherbrooke ainsi que d'une plus faible activite
d'oxydation du soufre. De plus, les huiles et graisses peuvent
etre utilisees par certains heterotrophes comme source de carbone
et par Ie ph6nom^ne de la biod6gradation, entrer en competition
avec les thiobacilles pour 1'utilisation de 1'oxygene [74-76]. Ces
raisons pourraient expliquer pourquoi Ie sol de Sherbrooke
necessite un temps plus long d'acidification.
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5.2 Resultats de la reactivation de la nicroflore
Tel qu'indiqu6 pr^cedemment, lfexperience a due etre
suspendue pendant une p^riode de six mois durant laquelle les
microflores adaptees ont ete conservees, apr6s inoculation dans du
milieu frais, dans des Erlenmeyers fermes ^ 1/aide de bouchons en
mousse de polyur6thane a une temperature de 4°C. Etant donn6
1'impossibilite d'adapter la microflore du sol de Montreal pour la
biolixiviation, ce dernier a ete mis de c6t6 pour la balance des
experimentations•
5.2.1 Survie des microflores adaotees
Afin de verifier si les souches adaptees avaient survecu a la
periode de conservation, 10% de melange adapte ont ete inocul^s ^
un m61ange, st^rilise a 1'autoclave, de sol, eau, soufre et
nutriments. Le tout a ete incube dans les conditions habituelles.
La figure 5.7 montre les r^sultats de 1'acidification en fonction
du temps pour les sols de Drummondville, Eustis et Sherbrooke.
Comme on peut Ie remarquer, pour les trois sols. Ie pH est reste
stable pendant quelques jours puis s'est mis & chuter rapidement
par la suite. II y a done presence d'activite bact6rienne et on
peut conclure que les microorganismes oxydant Ie soufre adaptes
peuvent survivre en Erlenmeyers a une periode d'au mains six mois
















Les figures 5.8 a 5.16 montrent les resultats de la
rCactivation des bact6ries oxydant Ie soufre pour chacun des sols
et chacune des concentrations. Afin de r6activer les microflores,
plusieurs transferts ont 6te effectues comme pour 1' adaptation. Le
premier melange ou transfert initial dans chacun des cas consistait
en un milieu frais a la concentration de solides voulue auquel on
avait inocule des bacteries adaptees conservees a 4°C. Les
microflores 6taient considerees reactivees lorsque la chute de pH
etait maximisee entre deux transferts successifs.
Pour Ie sol de Drummondville (figures 5.8 a 5.10), Ie
processus de reactivation a ete semblable a celui de 1'adaptation
initiate puisqu'un a deux transferts supplementaires apres Ie
transfert initial ont etc requis afin d'adapter la microflore
oxydant Ie soufre aux trois concentrations.
Dans Ie cas du sol de Eustis (figures 5.11 ^ 5.13), 3
transferts supplementaires ont ete necessaires afin de reactiver
les bacf^ries pour la concentration de 15 g/1 et 2 transferts pour
les melanges ^ 35 et 55 g/1 de sol.
Enfin pour Ie sol de Sherbrooke (figures 5.14 a 5.16), les
resultats ont ete variables. A 15 g/1 (figure 5.14), la microflore
etait reactivee des Ie transfert initial. Cependant, pour des
raisons inconnues, la chute de pH a ete de beaucoup ralentie au
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Figure 5.12: Evolution du pH pendant la r6activation du sol de Eustia a 35g/l
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Figure 5.16: Evolution du pH pendant la r6activation du sol de Sherbrooke a 55g/l
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maximale au transfert suivant. A 35 g/1 (figure 5.15), un seul
transfer! supplementaire a 6t6 requis afin de reactiver la
microflore. Enfin, ^ 55 g/1 (figure 5.16), la reactivation s'est
effectuee de fa?on tr6s lente et ne s'est vraiment stabilis6e que
vers Ie sixi^me transfert supplement a ire.
On peut aussi remarquer sur les figures 5.8 a. 5.16 que
comparativement a 1'adaptation initials. Ie pH minimum atteint
apr6s r6activation est plus bas. Ainsi, pour les sol de
Drummondville, Eustis et Sherbrooke respectiveroent, Ie pH minimum
atteint avec des microflores reactivees (15 g/1) a ete de 0,9; 1,1
et 1,2 comparativement §L 1,7; 1,8 et 2,0 avec les microflores
adaptees initialement. Etant donne que les conditions
experimentales et les procedures de lfadaptation initiate sont
demeurees inchang6es pour la reactivation, on doit chercher
ailleurs 1'explication de cette augmentation de 1'efficacite. II
est possible qu'une s61ection naturelle se soit produite lors de la
conservation a 4°C pendant 6 mois. Ainsi, les bacteries les plus
resistantes auraient survecues. II est aussi possible que les
bacteries presentes dans Ie melange se soient adaptees
progressivement ^ survivre dans un milieu plus acide puisque Ie
milieu de conservation etait dej^ acide et que 1'activity
bacterienne, bien que reduite, n'6tait pas completement arretee.
Le pH ayant continue de descendre progressivement, les bacteries
les plus resistantes se seraient habitu^es a supporter des
conditions de pH plus bas.
La vitesse d'acidification a aussi augmente par rapport a
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1'adaptation initiate. Ainsi pour Ie sol de Drummondville (figure
5.8), 3 jours au lieu de 4 ont ete requis pour atteindre un pH de
2 et pour Ie sol de Eustis (figure 5.11), 4 jours au lieu de 5.
Cependant, c'est Ie sol de Sherbrooke (figure 5.14) gui a Ie plus
ameliore son efficacit6 en atteignant un pH de 2 en 7 jours au lieu
de 12. II est possible que les bacteries se soient adaptees a un
milieu avec une forte concentration en huiles et graisses.
N6anmoins, 1'importance de cette caract6ristique chimique des sols
est considerablement reduite et bien que non sans influence, la
concentration en huiles et graisses n'empeche pas I'utilisation de
la technologie de biolixiviation.
5.3 Effets de la concentration de sol de 1' inoculum
Les figures 5.17 a 5.19 montrent les resultats de
1'experience menee en parallele afin de verifier si la
concentration de sol utilisee lors de 1'adaptation d'une microflore
oxydant Ie soufre avait une importance quelconque sur
1'acidification lorsque cette microflore etait inoculee ^ un sol
frais .
On remarque que pour Ie sol de Drummondville (figure 5.17),
Ie m^lange ^ 55 g/1 inocule avec la microflore adaptee ^ 15 g/1
montre une acidification initiale plus faible que celui a 55 g/1
inocul6 avec la microflore adaptee a 55 g/1. Ainsi apres 24
heures. Ie premier a atteint un pH de 6,90 tandis que Ie pH du
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•55 g/1 (inoculum ^ 15 g/1)
•55 g/1 (inoculum ^ 55 g/1)
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Figure 5.17:Effets sur 1'acidification du sol de Drummondville de la concentration
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Figure 5.18: Effet sur 1'acidification du sol de Eustis de la concentration de
solide a laquelle 1'inoculum a 6t6 pr6par6
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55 g/1 (inoculum ^ 15 g/l)
•55 g/1 (inoculum ^ 55 g/1)
15 g/1 (inoculum & 15 g/l)




Figure 5.19: Effet sur 1'acidification du sol de Sherbrooke de la concentration de
solide a laquelle 1'inoculum a 6te prepare
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second est de ja abaisse a une valeur de 4,85. Par la suite, la
difference s'attenue et les pentes d'acidification deviennent
semblables. On reroarque Ie meme phenom^ne, bien que mo ins
accentue, dans Ie cas des melanges a 15 g/1 de sol. Ainsi celui
inocul6 avec une microflore adaptee 81 55 g/1 demarre plus
rapidement que celui dont les microorganismes ont et6 adaptes a une
concentration de sol de 15 g/1.
Pour ce gui est du sol de Eustis (figure 5.18), on remarque
les m€mes caracteristiques d'acidification mais de fa^on un peu
mains accentuee. Par centre, si 1'on regarde les resultats du sol
de Sherbrooke (figure 5.19), on remarque quo la concentration
d'adaptation de la microflore n/influence pas Ie processus
d'acidification•
On peut expliquer Ie ph6nom6ne remarqu6 chez les sols de
Drummondville et Sherbrooke de la faqson suivante. Une
concentration plus elev6e de sol implique uno plus grande quantite
disponible d'elements nutritifs et de metaux trace essentiels ^ la
croissance de la microflore oxydant Ie soufre. Done, lors de
1'adaptation des microflores a des concentrations plus 61evees de
sol, il est fort probable que la concentration des bacteries dans
les Erlenmeyers etait plus forte que dans Ie cas de 1'adaptation a
des concentrations plus faibles de sol. Ainsi, lors de
I'inoculation des melanges, une plus grande quantity de bacteries
ont ete transferees a partir des inoculums concentres et
1'acidification a pu demarrer de fa^on plus rapide.
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Dans Ie cas du sol de Sherbrooke, il est possible que les elements
trace essentiels soient en concentration tellement ^levee que Ie
facteur limitant de la croissance soit autre que les nutriments
(par exemple Ie pH)• Ainsi, dans ce cas, la concentration de sol
n'aurait aucune influence sur la quantity de bact^ries inocul^es
lors d'un transfert.
En raison de ces resultats, il fut decide que pour les essais
de biolixiviation, l/inoculum utilise serait adapte a une seule
concentration soit 55 g/1 afin de maximiser les r^sultats. De plus,
1'utilisation d'un seul inoculum permet de comparer plus facilement
les effets de differentes concentrations de sol au niveau du
processus d'acidification et de 1'efficacite de lessivage des
metaux.
5.4 Controles temoins
Durant 1/adaptation et la reactivation, plusieurs essais
t6moins tels que decrits dans la partie experimentation ont dQ etre
effectu^s afin de verifier la cause de 1'acidification.
La figure 5.20 montre les resultats des temoins contenant eau
et soufre ainsi que eau, soufre et nutriments. Comme on peut Ie
constater, dans les deux cas, aucune reduction du pH n'a ete
enregistree. Done, on peut conclure qu'une baisse de pH durant les
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Figure 5.20: Controles temoins independants des sols
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Les figures 5.21 a 5.23 montrent les r6sultats pour les sols
de Drummondville, Eustis et Sherbrooke respectivement des autres
types de contrOles t6moins.
Avec les temoins contenant sol et eau, on remarque que pour
les trois sols Studies, aucune acidification ne se produit.
Lr importance de 1'oxydation du soufre dans Ie processus
d'acidification est done confirmee. Ces resultats nous permettent
aussi de constater 1'absence de soufre dans les trois sols.
Les contr61es temoins contenant un melange, st6rilise a
1'autoclave, de sol, eau, nutriments et soufre ne montrent aucune
variation du pH si ce n'est une 16g6re augmentation. On peut done
conclure que 1'acidification des melanges est de source
microbiologique et qu'aucune oxydation chimique n'entre en cause
dans Ie processus.
Enfin, sur les memes figures, on peut voir les resultats du
dernier type de temoin utilise soil un melange de sol, d'eau et de
nutriments inocules avec les microflores adaptees mais sans ajout
de soufre. Encore une fois, pour les trois sols etudies, on ne
remarque aucune reduction du pH. Ces r6sultats sent tr^s
importants car il permettent de conclure que 1'acidification des
m61anges est due uniquement ^ 1'oxydation du soufre 61ementaire par
des microorganismes oxydant Ie soufre indigenes. En effet, une
quelconque reduction du pH dans ces conditions aurait permis de
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Figure 5.23: Controles temoins pour Ie sol de Sherbrooke
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par les bact6ries comme T. ferrooxidans, 6tait implique dans
lrexperimentation et que la source d'energie de ces microorganismes
adaptes en parall^le lors des transferts successifs etait pr6sente
en quantity suffisante dans les sols. Comme il n'y a eu aucune
acidification, on peut conclure que seuls les microorganismes
oxydant Ie soufre ont ete adaptes et que Ie seul substrat oxyde est
Ie soufre 616mentaire.
5.5 Biolixiviation
5.5.1 Variation du pH
Le tableau 5.1 presents Ie pH initial et final, la quantite
de sulfates initiate et finale ainsi que Ie pourcentage de soufre
oxyde pour les trois sols et a chacune des concentrations etudiees.
De plus, les figures 5.24 a 5.26 montrent la variation du pH en
fonction du temps pour les trois sols respect ivement. Sur ces
figures sont presentes les resultats des trois concentrations, a et
b etant des duplicatas tandis que t est un t6moin auquel on n/a pas
ajoute de soufre elementaire et gui n'a pas 6te inocule. L'utilite
de ce temoin est de verifier la proportion de metaux solubilises
sans 1'action des microorganismes.
On remarque tout d'abord la difference de pH initial, entre
les duplicatas et les temoins, due ^ 1'acidite de 1'inoculum.
L'influence de l'acidit6 de 1'inoculum est plus importante pour les
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Tableau 5,1: Variation du pH, production de sulfates et oxydation du














































































































So^6! variation du PH lors de llessai de bi°l-iviation avec Ie sol de
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sols de Eustis (figure 5.25) et Sherbrooke (figure 5.26) que pour
Ie sol de Drummondville (figure 5.24) 6tant donne la capacite
tampon plus forte de ce dernier puisque tous les inoculums avaient
un pH equivalent. De plus, on remarque pour les trois sols, mais
plus particulierement pour celui de Drummondville, qu'a plus forte
concentration de sol dans Ie m61ange, 1'influence de 1'inoculum sur
Ie pH initial est mains importante, ce en raison de la capacite
tampon plus forte a haute qu'H faible concentration •
Apyes inoculation, Ie pH initial des sols de Eustis et
Sherbrooke etait dej^ bas soit de 1'ordre de 3,0 a 4,4. Ainsi, la
chute de pH est due principalement a 1'action des bacteries
acidophiles. Le sol de Drummondville par centre prCsentait un pH
nettement plus elev6 soit de 1'ordre de 6 a 7. Cette valeur n'a
cependant pas inhib6 la croissance des microorganismes oxydant Ie
soufre comme Ie montre la figure 5.26. Cependant, dans ce cas, il
est fort probable que la chute de pH soit due a une action combinee
de bacteries acidophiles et non acidophiles.
Les pH finals apres 21 jours sent de 1'ordre de 0,95 a 1,25
pour Ie sol de Drummondville, 1,12 a 1,20 pour celui de Eustis et
1,21 a 1,44 pour celui de Sherbrooke. Apres 12 a 15 jours
cependant, dans tous les cas, la majeure partie de 1'acidification
est dej^ completee. Pour chacun des sols, une concentration mains
elevee de solides a permis d'atteindre une valeur de pH plus basse
mais la difference est faible et tend a diminuer avec Ie temps
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(figures 5.24 ^ 5.26). L'effet de la concentration de solides sera
discut6 dans un sous chapitre subsequent. Quant aux t6moins, on
remarque que tel quo pr6vu, leurs valeurs de pH sont demeur6es
stables tout au long de 1'essai.
5•5•2 Variation des sulfates
Les figures 5.27 ^ 5.29 montrent 1'evolution de la
concentration de sulfates en fonction du temps pour chacun des
sols. Les valeurs correspondent a la moyenne des duplicatas. On
remarque immediatement que la quantite de sulfates initiale (au
jour zero) est assez elev6e. Cette quantite de sulfates au depart
peut provenir de plusieurs sources dont Ie sulfate d'ammonium
ajoute aux Erlenmeyers, les sulfates ajoutes lors du transfer! de
1'inoculum et bien sQr les sulfates presents dans Ie sol vierge.
Apr6s analyse des temoins des essais, seul Ie sol vierge de
Drummondville s'est avere contenir des sulfates en quantites non
negligeables. Cependant, I'ajout de sulfates au depart de 1'essai
ne constitue qu'une petite partie du total des sulfates retrouves
au jour zero, la plus grande partie ayant ete produite par les
microorganismes oxydant Ie soufre des leur inoculation au milieu
experimental. En effet, afin d'obtenir un melange complet, un
delai de 45 minutes a ete respect6 avant Ie premier
echantillonnage. Les bact6ries transferees etant en pleine phase
logarithmique de croissance, 1'utilisation du soufre disponible a
ete immediate.
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Figure 5.27: Variation des sulfates lore de 1'essai de biolixiviation avec Ie sol de
Drummondville
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Figure 5.28: Variation des sulfates lors de 1'essai de biolixiviation avec Ie sol de
Eustis
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Figure 5.29: Variation dos sulfates lors de 1'essai de biolixiviation avec Ie sol de
Sherbrooke
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Sur les graphiques (figures 5.27 a 5.29), on remarque aussi
que pour les trois sols, la production de sulfates a 6te tr6s
rapide pendant les premiers jours pour finalement diminuer apr6s 12
^ 15 jours et enfin se stabiliser. Si 1'on compare ces graphiques
a ceux de .revolution du pH (figures 5.24 ^ 5.26), on remarque que
la production de sulfates est a peu pres inversement
proportionnelle a la reduction du pH, ce qui est normal. La
fraction de soufre oxyde apr6s les 21 jours d'essai (tableau 5.1)
determines d'apr^s les quantites de sulfates produites varie entre
51 et 67 % selon Ie sol et la concentration, ce qui indique que Ie
soufre 6tait present en quantites excedentaires dans les melanges
et n'a pas ete Ie facteur limitant pour la croissance des
microorganismes•
L'effet de la concentration de solides sur la production des
sulfates sera discute dans un sous-chapitre subsequent.
5.5.3 Solubilisation des metaux
Le Ministers de 1/ Environnement et de la Faune du Quebec
classifie Ie degre de contamination en metaux des sols de A a C en
ordre croissant. Les sols Studies pendant cette etude peuvent ^tre
classes de la faq;on suivante:
Le sol de Drunmondville se situe entre les categories A et B
pour Ie zinc.
Ie sol de Eustis excede la cat6gorie C pour Ie plomb et Ie
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cuivre et la cat6gorie B pour Ie zinc.
Ie sol de Sherbrooke est 16gerement inferieur a la cat6gorie
B pour Ie zinc
Ie sol de Montreal excede la cat6gorie C pour Ie plomb. Ie
cuivre ainsi que Ie nickel et la cat6gorie B pour Ie zinc et
Ie cadmium.
Le mangan^se ne fait pas 1'objet de recommandations par Ie
MEF en ce qui a trait a la concentration dans les sols.
Les figures 5.30 ^ 5.37 montrent 1'evolution de la
solubilisation des metaux en fonction du temps pour chaque sol et
chaque metal 6tudi6. Les temoins ne sent pas inclus puisque dans
tous les cas, aucune solubilisation n'a ete remarquee (valeurs non
detectables)
Si 1'on regarde revolution de la solubilisation du
mangan^se, on remarque que pour Ie sol de Drummondville (figure
5.30), Ie taux de solubilisation est tres eleve lors des 4 premiers
jours puis diminue par la suite sans vraiment se stabiliser sauf
peut €tre vers les derniers jours de 1'essai. Pour Ie sol de
Eustis (figure 5.32), la majeure partie de la solubilisation
s'effectue des les 6 premiers jours apres lesquels on a
pratiquement atteint Ie maximum de m6taux solubles. Le taux de
solubilisation par la suite est tres faible et on observe m^me une
16gere reprecipitation apres 12 jours dans les Erlenmeyers avec 55
90































Figure 5.31: % d'enlevement du zinc lors de 1'essai de biolixiviation avec Ie sol de
Drummondville
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Figure 5.34: % d'enlevement du plomb lors de 1'essai de biolixiviation avec Ie sol
de Eustis
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Figure 5.36: % d'enlevement du mangan6se lors de 1'essai de biolixiviation avec Ie
sol de Sherbrooke
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S^7: % dlenl*vement du 2inc lors de r-"i de biolixiviation avec Ie sol de
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g/1 de sol. Quant au sol de Sherbrooke (figure 5.36) , on remarque
aussi une solubilisation rapide Ie premier jour mais Ie taux
diminue de beaucoup par la suite et semble vouloir se stabiliser
apres 21 jours. Fait a noter, pour les trois sols, on remarque
qu'une partie du mangan6se se solubilise immediatement apres
1'inoculation. Cette solubilisation initiale est due §L
1'acidification du milieu par 1'inoculum et par la production
d'acide immediate des bacteries puisque les t6moins non inocules
n'ont montre aucune solubilisation.
Si lfon regarde maintenant 1'evolution de la solubilisation
du zinc, on remarque que pour Ie sol de Drummondville (figure
5.31), il n'y ^ pas de solubilisation initiale (au jour 0) mais
comme pour Ie manganese. Ie taux est maximum pour les 6 premiers
jours puis diminue par la suite sans vraiment se stabiliser sauf
vers les tout derniers jours de 1'essai. Dans Ie cas du sol de
Eustis (figure 5.33), on remarque une legere solubilisation
initiate et par la suite, un taux tr^s faible et relativement
constant jusqu'^ la fin de 1'essai. Enfin, pour Ie sol de
Sherbrooke (figure 5.37), on observe une forte solubilisation des
1'inoculation au jour 0 suivie d'un fort taux durant les six
premiers jours de 1'essai puis d'une stabilisation vers un plateau
maximum par la suite. II est ^ noter que dans ce dernier cas, pour
des raisons techniques. Ie duplicata 15a n'a pu €tre etudie.
Pour ce gui est du plomb et du cuivre, seul Ie sol de Eustis
en contenait en concentrations detectables au spectrophotometre a
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absorption atomique. Le plomb (figure 5.34), tel que prevu, n'a
pas ete efficacement solubilis6. Une tres faible partie fut
solubilisee d6s Ie jour initial mais par la suite Ie taux de
solubilisation est demeur6 tr6s minime. Par contre. Ie cuivre
(figure 5.35) a 6te fortement solubilis6 d6s 1'inoculation et un
fort taux de solubilisation a 6t6 observe durant les deux premiers
jours de 1'essai. Par la suite. Ie taux a diminue progressivement
pour finalement atteindre un plateau de solubilisation maximum vers
la fin de 1'essai.
L'analyse de ces resultats montre qu'il existe plus de
similitudes entre les modeles de solubilisation d/ un meme sol
qu'entre ceux d'un meme metal. En effet. Ie sol de Drummondville
montre une evolution de la solubilisation semblable pour Ie zinc et
Ie manganese soit un taux de solubilisation eleve et de courte
duree suivi d'un taux plus faible et constant n'atteignant un
plateau de solubilisation que vers la fin de 1'essai. Le sol de
Eustis montre un module semblable entre Ie manganese et Ie cuivre
soit un taux tres rapide menant ^ une solubilisation maximum en un
temps tres court. Le zinc et Ie plomb, vu leur faible taux de
solubilisation, ne peuvent 6tre compares. Quant aux modeles de
solubilisation du sol de Sherbrooke, iIs sont semblabl^s pour Ie
manganese et Ie zinc. Cependant, malgre ces similitudes, on ne
peut affirmer que Ie type de sol soit Ie seul facteur determinant
Ie type d'evolution de la solubilisation.
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Les figures 5.38 a 5.40 montrent, pour les trois
concentrations de solides respectivement, une comparaison entre les
divers sols et chacun des m6taux de la valeur maximale de
solubilisation atteinte apres 21 jours (moyenne des duplicatas).
On remarque qu/independamment des concentrations de solides, les
r6sultats sont tr^s. variables. ^ En effet. Ie mangan^se est
facilement solubilis6 pour Ie sol de Eustis (74-96%) mais demeure
tres insoluble dans Ie sol de Sherbrooke (33-39%). A 1'inverse, on
obtient de tres bans r6sultats pour Ie zinc avec Ie sol de
Sherbrooke (87-100%), ce qui 1'amene sous Ie critere A du MEF, mais
la solubilisation est beaucoup plus faible pour Ie sol de Eustis
(13-18%) gui demeure au dessus du critere B. Le sol de
Drummondville quant a lui montre d'excellents pourcentages de
solubilisation pour Ie mangan^se (72-90%) et Ie zinc (72-92)
(critere A atteint)• Enfin, dans Ie sol de Eustis, Ie plomb est
comme pr6vu tr6s difficile ^ solubiliser (4-13%). Par centre. Ie
pourcentage d'enlevement du cuivre est tres interessant (63-79%),
ce gui 1'amene pres du critere B du MEF. Ces resultats sont
comparables a ceux obtenus par Blais et al. [63] avec Ie m€me
proc6d6 mais avec des boues d'epuration soient: Mn 92 ± 7%; Zn 85
± 10%; Pb 27 ± 21%; Cu 75 ± 21%. Les resultats de Zagury et al.
[67] sur la biolixiviation des metaux dans les sols mais avec Ie
precede utilisant Ie fer ionique comme substrat sont aussi
variables que ceux de cette experimentation. Les valeurs de
solubilisation qu'ils ont obtenues avec un m61ange ^ 15 g/1 de


































































Figure 5.40: Comparaison des taux de solubilisation a 55 g/1
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18-96% pour Ie Zn et 35-66% pour Ie Cu. On remarque done que
l'efficacit6 de la solubilisation ne depend pas seulement du type
de sol ou de metal mais aussi d'autres facteurs. La forme sous
laquelle on retrouve Ie metal dans Ie sol peut influencer les
resultats. En effet, selon Tyagi et Couillard [28], les sulfures
de m6taux ne sent pas solubilisables par T. thiooxidans. Ainsi,
une quantity importante de sulfures de metaux dans les sols peut
reduire lrefficacit6 du proc6d6. Cependant, un autre facteur
important doit etre consid6re soit la speciation des metaux
[28,67,77].
5.5.4 Sp^ciation des metaux
L'utilisation de la concentration totals de metaux comme
crit^re permettant d'evaluer les effets potentiels d'une
contamination implique que chaque fonne d/ un metal donne a un
impact equivalent sur 1/environnement. Une telle supposition est
clairement insoutenable [77]. Les metaux lourds peuvent etre
presents dans Ie sol sous differentes formes. On peut les classer
de la fa^on suivante: echangeables, lies aux carbonates, lies aux
oxydes de fer et de manganese, lies a la matiere organique et
residuals. [6,77]. Les quatre premieres fractions peuvent sous
certaines conditions naturelles €tre liberees et se retrouver dans
la nappe phreatique ou dans les cours d'eau. Par centre, la
fraction residuelle consiste en metaux trace contenus dans la
structure cristalline de mineraux primaires et secondaires. II est
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peu probable que ces metaux soient liberes en solution sous les
conditions rencontrees normalement dans la nature [77].
Afin de v6rifier 1/importance de la sp6ciation sur la
solubilisation des metaux, des essais ont ete effectu6s sur les
diff6rents sols selon la methode d6velopp6e par Tessier et al.
[77].. Le tableau 5.2 presente les r6sultats de cette etude et les
compare avec les resultats de 1'essai de biolixiviation a 15 g/1.
On remarque qu'en general, pour chacun des sols, 1'efficacite de la
biolixiviation pour un metal donne est liee a 1/importance de la
fraction residuelle. Ceci est particulierement remarquable pour Ie
Zn dans Ie sol de Eustis et Ie Mn dans celui de Sherbrooke. La
fraction residuelle dans ces deux cas est respectivement de 84,6 et
85,4 % tandis que la biolixiviation a permis de solubiliser
seulement 18% du Zn pour Eustis et 39 % duMn pour Sherbrooke. La
fraction residuelle est done habituellement beaucoup plus difficile
a solubiliser que les autres fractions. Cependant, les metaux
residuels ne sont pas toujours impossible a solubiliser avec la
biolixiviation. Par exemple, pour Ie sol de Drummondville, la
fraction echangeable du Zn et du Mn est inexistante alors que la
fraction r6siduelle de ces deux metaux ast de 54 et 59 %
respectivement (tableau 5.2). Cependant, cette importante fraction
residuelle n'a pas affecte negativement lrefficacit6 du procede
puisque les valeurs de solubilisation atteintes ont et6 de 92% pour
Ie Zn et de 90% pour Ie Mn. II est possible que la nature plus
fine du sol de Drummondville contrairement a la nature plus
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grossi^re des deux autres sols ait permis cette meilleure
efficacit6.
Tel qu'indiqu6 precedemment, la fraction residuelle ne
reprCsente qu'un faible degr6 de toxicit6 potentiel. Si 1'on ne
tient compte que des quatre autres fractions, on peut supposer
d'apres Ie tableau 5.2 que 1'enl^vement dos metaux a etc
pratiquement total dans tous les cas. Cependant, Ie plomb est une
exception. Pour ce metal, la sp^ciation ne peut expliquer
uniquement les faibles resultats de solubilisation obtenus. En
effet, sa faible constante de solubilisation Ie defavorise par
rapport aux autres metaux et ions. De plus. Ie precede de
biolixiviation libere de grandes quantites de sulfates qui, en se
liant au plomb, forment dos sulfates de plomb, un compose hautement
insoluble. Ainsi, une grande partie du plomb solubilise est
rapidement repr6cipite, r^duisant par ce fait 1'efficacite de la
biolixiviation.
5.5.5 Effets de la concentration de solides
Si l/on se refere aux figures 5.24 a 5.26 montrant
revolution du pH en fonction du temps pour les essais, on peut
voir que pour une concentration en solides plus elevee, la
reduction du pH est comparativement plus graduelle. Ce phenomene
peut etre explique de la fa^on suivante: une concentration de sol
plus elevee dans Ie m61ange induit un plus grand effet tampon et
par ce fait ralentit 1'acidification en prevenant une baisse de pH
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rapide.
Selon Ie tableau 5.1 et les figures 5.27 a 5.29, la
production de sulfates et done d'acide est influencee par la
concentration de solides. En effet, on remarque que dans les
m61anges a concentration de sol plus 61ev6e, la production d'acide
est sup6rieure malgr6 Ie fait que la baisse de pH soit plus
graduelle. Diff6rentes hypotheses peuvent expliquer ce phenomene.
Par exemple, la croissance des microorganismes est influencee par
plusieurs facteurs comme la temperature, la concentration
d'oxygene, la disponibilite des nutriments,Ie pH du milieu, etc.
[28]. Si 1'on regarde 1'utilisation du soufre durant tous les
essais, on remarque que de 33 a 49 % du soufre elementaire ajoute
n'a pas ete utilise. II est done raisonnable de penser que Ie
soufre n'est pas Ie facteur limitant de la croissance des
bacteries. De m€me, 1'azote ayant et6 ajout6 sous forme de sulfate
d'ammonium selon des concentrations recommandees, rien ne nous
porfce a croire que ce soit un facteur limitant. Cependant,
plusieurs autres micronutriments et metaux traces sont essentiels
^ la croissance des microorganismes oxydant Ie soufre et sont
fournis par Ie sol lui-m^me. II est fort possible que 1'un ou
plusieurs de ces micronutriments ou m^taux trace soient des
facteurs limitants de la croissance. Dans ce cas, une plus grande
concentration de sol dans Ie melange signifierait une plus grande
disponibilite de nutriments essentiels et done une meilleure
croissance des bacteries et une production d'acide superieure, ce
109
gui est Ie cas dans cette experience. Une autre explication vient
du fait qu'un changement de pH du milieu peut avoir un effet sur la
croissance des bacteries et done sur la production d'acide [66].
Ainsi, Ie pH peut devenir un facteur limitant pour la croissance
des microorganismes oxydant Ie soufre. Tel que remarque
precedemment, la chute de pH est plus rapide pour les melanges a
plus faible concentration de sol. Le pH auquel la croissance des
bact6ries, et done la production d'acide, est inhibCe est done
atteint plus rapidement, ce gui signifie une concentration finale
mains elevee en sulfates.
Ainsi, il semble que 1'effet tampon dH a la concentration de
solides plus elevee soit suffisant pour causer une baisse de pH
plus graduelle malgre une production d'acide plus elev6e.
La figure 5.41 montre une comparaison des rendements de
solubilisation atteints apres 21 jours aux trois concentrations de
solides etudiees et pour chacun des sols et des metaux. Sur cette
figure, on remarque que dans tous les cas, une hausse de la
concentration en solides entralne une reduction du niveau de
solubilisation. Les ecarts de solubilisation entre les
concentration de 15 g/1 et de 55. g/1 sent de 1'ordre de 13 ^ 28 %
sauf dans Ie cas du plomb pour Ie sol de Eustis gui, avec un ecart
de 69 % (4-13%) semble €tre plus influence par la difference de
concentration de solides. II a ete demontre pour les boues
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Figure 5.41: Influence du % de solide sur la solubilisation des metaux
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quantity d'acide produite mais plut6t du pH resultant dans Ie
milieu [66]. Cependant, d'autres facteurs semblent intervenir dans
Ie processus de solubilisation puisque dans cette experimentation,
pour un meme sol et un meme metal etudie, Ie rendement de
solubilisation 6tait superieur aux concentrations de solides plus
faibles m€me lorsque Ie pH du milieu etait equivalent.
5.6 Analyse au nicroscope electronique
Afin de confirmer la presence de thiobacilles, un examen
microscopique des microflores adaptees a ete effectue. Les
cellules bacteriennes ont 6te traitees selon la methode decrite au
chapitre 4, puis examinees avec un microscope €lectronique (modele
JEOL JSM-840A)• Cet examen a pennis d'observer la presence de
bacteries de forme et de dimension correspondant aux thiobacilles
comme Thiobacillus thioparus et Thiobacillus thiooxidans soit des
bStonnets de 0,5 X 1,0 ^ 4,0 jum. Les microf lores des sols de
Drummondville, Eustis et Sherbrooke ont ete etudiees et
photographi^es et sent presentees aux figures 5.42a, 5.42b et
5.42c. Dans Ie cas du sol de Drummondville (figure 5.42a), 6tant
donne la nature du sol lui-meme, il a ete tres difficile de
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Figure 5,42a: Photographie au microscope electronique des thiobacilles du sol de Drummondville
Figure 5,42b: Photographic au microscope electronique des thiobacilles du sol de Eustis
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distinguer les bacteries des autres particules. Par contre, pour
les sols de Eustis (figure 5.42b) et Sherbrooke (5.42c), Les
bacteries sont apparues plus clairement et se distinguent
facilement de la mati6re environnante•
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CONCLUSIONS
Le travail de recherche present^ dans les chapitres
precedents a pennis de developper certaines connaissances de base
en biolixiviation des metaux dans les sols par la microflore
indig^ne oxydant Ie soufre.
Tout d'abord, les travaux ont permis de constater qu'il est
possible et relativement ais6 d'adapter les bacteries indig^nes
oxydant Ie soufre pr6sentes dans les sols contaminCs avec conune
substrat du soufre elementaire en poudre. L'extraction des metaux
dans les sols par biolixiviation peut done ^tre effectuee sans
avoir recours a dos souches bactCriennes oxydant Ie soufre
specialisees comme celles provenant de 1'ATCC (American Type
Culture Collection). Cette caracteristique permet d'eviter les
probleroes et les coQts relies a 1'achat, ^ 1'acclimatation et au
maintien en laboratoire de ces souches bacteriennes• Les travaux
ont egalement permis de constater qu'il est possible de conserver
les microflores adaptees pendant une periode d'au mains six mois de
stockage a 4°C. Enfin, il suffit de quelques transferts successifs
pour les reactiver afin de permettre la bolixiviation.
De plus, il a ete constate que les microflores oxydant Ie
soufre indigenes peuvent ^tre adaptees a differents types de sols
aux caracteristiques physiques et chimiques variees. Parmi ces
caract6ristiques, on peut souligner qu'un contenu eleve en huiles
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et graisses n'affecte pas Ie proced6 de biolixiviation tel que
d6montr6 par les excellents r6sultats du sol de Drmnmondville qui
contenait une concentration pres du crit^re C du Ministere de
1' Environnement et de la Faune du Quebec (MEF) • Les concentrations
exceptionnelles en huiles et graisses comme celles du sol de
Sherbrooke (plus de 4 fois Ie critere C du MEF) ne semblent
affecter que legerement la vitesse d'acidification du precede mais
n'influencent pas Ie rendement final de la solubilisation des
metaux•
Quant a la valeur elevee du pH initial des sols (jusqu'a 7),
elle n'inhibe pas la croissance des microorganismes et n'affecte
pas Ie rendement de lessivage des m6taux. Ceci est dd ^ 1'action
combinee de bacteries non-acidophiles et acidophiles. Ce facteur
constitue un avantage economique par rapport a la biolixiviation
utilisant Ie fer ferreux comme substrat puisque 1'ajout d'acide
n'est pas n6cessaire afin d'ajuster Ie pH initial du sol.
Enfin, la capacite tampon est une caracteristique importante
des sols gui peut avoir un effet negatif sur la biolixiviation. En
effet, tel que demontre par Ie sol de Montreal, une capacite trap
forte semble nuire a la chute de pH meme s'il y a croissance de
microorganismes biolixiviants et production d'acide. Ce facteur
doit done €tre considere comme potent iellement limitatif de la
technologie.
D'autre part, trois concentrations de solides dans Ie melange
ont et6 etudi6es soient 15, 35 et 55 g/1. Cette etude a demontre
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que 1' augmentation du contenu en solides du m61ange n'inhibe pas la
croissance des microorganismes biolixiviants. La production de
sulfate est meme plus elev6e avec les melanges plus concentres.
Cependant, les r€sultats de la biolixiviation ont montre qu'une
augmentation de la concentration de solides de 15 g/1 a 55 g/1
entralnait une reduction de lfefficacit6 de la solubilisation des
metaux mais les taux de solubilisation demeurent eleves.
L'explication de ce ph6nomene implique des mecanismes gui depassent
Ie cadre de ce travail. Dans des recherches ulterieures, il serait
interessant d'Ctudier une gamme plus large de concentrations, de
trouver la concentration maximale a laquelle la biolixiviation
demeure efficace et de rechercher 1'explication des effets de la
concentration de sol.
Enfin, cette etude a permis de d6montrer Ie potentiel de la
technologie de biolixiviation avec Ie soufre comme substrat dans Ie
traitement des sols contamines avec des metaux lourds. Apres la
biolixiviation, la partie liquids contenant les metaux lourds en
solution dans Ie melange peuvent etre separes du sol avec des
methodes standard de separation liquides-solides comme la
centrifugation, la decantation ou la filtration. Le pH du liquide
separe peut alors ^tre aju?te ^ 10 a 1'aide de chaux afin de
pr6cipiter les metaux [28,63]. Par la recuperation des metaux
precipites, il est possible de reduire les coHts du traitement.
Cependant, la presente etude a aussi mise en evidence
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certaines limitations de la techndlogie. II a 6t6 d6montr6 entre
autres que la sp6ciation des m6taux dans les sols influence
fortement 1'efficacite du precede• Ainsi, la biolixiviation dans
un sol dont la majcure part ie des m6taux est sous forme residue lie
sera mains efficace que si les m6taux sont sous une autre forme.
Cependant, etant donne que la fraction r6siduelle des metaux dans
les sols ne represente qu'un faible degr6 de toxicite potentiel par
rapport aux autres fractions en ce qui a trait a la mobility du
contaminant, la biolixiviation peut €tre consider6e efficace malgr6
tout.
Le soufre 61ementaire en poudre est peu dispendieux, ce gui
rend son utilisation comme substrat avantageuse. Cependant, Ie
re jet dans les sols d'une partie du soufre, non oxyde par Ie
precede, est peu souhaitable du point de vue environnemental entre
autres parce que 1'acidification du sol peut se poursuivre apres
que ce dernier ait ete remis dans lrenvironnement. Afin de palier
^ ce probleme, 1'utilisation du soufre sous des formes recuperables
comme des tablettes, spheres, blocs ou pastilles, telles que deja
etudiees en biolixiviation avec les boues d'epuration [63,78],
devrait ^tre envisagee.
Plusieurs autres facteurs pourraient etre studies dans des
recherches ult6rieures comme la temperature. Blais et al. [64] ont
deja demontres que la biolixiviation avec des boues pouvait Stre
effectuee a des temperatures aussi basses que 7°C avec cependant
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une efficacite reduite. Ce type d * experimentation permettrait de
v6rifier,si la technologie peut ^tre utilise avec les sols dans des
conditions hivernales de basse temperature.
Des etudes microbiologiques plus poussees devraient aussi
etre effectu6es afin de mieux comprendre et mieux contr61er les
processus complexes de la biolixiviation.
Enfin, 1'utilisation comme substrat d'autres composes soufres
reduits tels Ie sulfure drhydrog6ne, Ie thiosulfate. Ie trithionate
ou Ie t6trathionate pourrait aussi ^tre etudiee afin d'ameliorer
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